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ABSTRAKT 
 Předkládaná dizertační práce vychází z aktuální problematiky nárůstu přítomnosti reziduí 
léčiv v různých složkách životního prostředí. Jedná se o tzv. „nový“ druh environmentálních 
kontaminantů, které do těchto složek kontinuálně vstupují. Nejvíce zatíženou složkou 
životního prostředí z pohledu kontaminace rezidui léčiv je vodní prostředí. Tato práce je 
zaměřena na vývoj a optimalizaci metody, která spolehlivě a s dostatečnou přesností 
a správností dokáže kvalitativně i kvantitativně stanovit vybraná léčiva ve vodném prostředí 
(odpadní a povrchové vody). Cílové sloučeniny byly vybrány převážně ze skupiny 
nesteroidních protizánětlivých látek: kyselina salicylová, kyselina acetylsalicylová, kyselina 
klofibrová, ibuprofen, paracetamol, kofein, naproxen, kyselina mefenamová, ketoprofen 
a diklofenak. Léčiva patřící do této skupiny jsou jedny z nejvíce užívaných v České republice. 
Pro finální analýzu byla využita komplexní dvojrozměrná plynová chromatografie 
s hmotnostně spektrometrickou detekcí Time-of-Fligt (GCxGC-TOF MS) jako velice citlivá 
a účinná analytická metoda vhodná pro stopovou a ultrastopovou analýzu. V práci je současně 
uvedena optimalizace extrakční metody a především optimalizaci derivatizace, která je 
nezbytná pro úspěšné stanovení uvedených látek pomocí plynové chromatografie. Výsledná 
optimalizovaná analytická metoda, zahrnující extrakci tuhou fází (SPE), derivatizaci pomocí 
MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid) a finální analýzu s použitím  
GCxGC-TOF MS, byla úspěšně aplikována na reálných vzorcích odpadní a povrchové vody. 
Vzorky odpadní vody byly odebírány z velkokapacitní čistírny odpadních vod 
v Brně Modřících, vzorky povrchové vody z moravských řek Svratky a Svitavy. V odpadní 
vodě byly zjištěny koncentrace většiny sledovaných látek v rozmezí jednotek až desítek µg.l-1 
a v povrchové vodě u některých analytů v rozmezí desítek až stovek ng.l-1. Závěrem práce je 
posouzena míra kontaminace jak odpadních, tak i povrchových vod rezidui vybraných léčiv, 
samovolná degradace vybraných léčiv ve vodném prostředí a účinnost odstraňování těchto 
látek v čistírně odpadních vod. Navržená metoda popsaná v této práci je použitelná pro 
monitoring a environmentální analýzu matric pocházejících z vodních ekosystémů. Je 
využitelná nejen pro analýzu vybraných léčiv, ale také ostatních organických sloučenin 
podobných vlastností jako mají vybraná léčiva.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
léčiva, rezidua léčiv, životní prostředí, vodní ekosystémy, nesteroidní protizánětlivé látky, 
analgetika, plynová chromatografie, dvojrozměrná plynová chromatografie, derivatizace, 
extrakce tuhou fází, odpadní voda, povrchová voda  
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ABSTRACT 
 This work is based on the current issue of increasing concentrations of pharmaceutical 
residues in various components of the environment. These new environmental contaminants 
continuously enter the environment. The most affected environmental component is the 
aquatic environment. This study is focused on the development and optimization of reliable 
analytical method, which can determine selected drugs in the aquatic environment (waste 
waters and surface waters) qualitatively and quantitatively. The target compounds were 
selected mainly from the group of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID): salicylic 
acid, acetylsalicylic acid, clofibric acid, ibuprofen, acetaminophen, caffeine, naproxen, 
mefenamic acid, ketoprofen and diclofenac. NSAIDs are one of the most used drugs in Czech 
Republic. For the final analysis of this study was used the comprehensive two-dimensional 
gas chromatography with mass spectrometric detection Time-of-Flight (GCxGC-TOF MS). It 
is a very sensitive and reliable analytical method for trace and ultra-trace analysis. 
Simultaneously, solid phase extraction (SPE) and derivatization are optimized in this work. 
Optimized analytical method including SPE, derivatization with MSTFA (N-methyl-N-
(trimethylsilyl) trifluoroacetamide) and final analysis by GCxGC-TOF MS were applied 
successfully for the analysis of real samples. Samples of waste water were collected from the 
waste water treatment plant in Brno – Modřice and samples of surface water were collected 
from two river streams Svratka and Svitava in Moravian region. The range of concentrations 
of selected drug residues varied from one to tens of µg.L-1 in wastewater and from tens to 
hundreds of ng.L-1 in surface waters. The degree of wastewater and surface waters 
contamination by drug residues is assessed in conclusions of the work. Simultaneously, 
spontaneous degradation of selected drugs in water and removal efficiency of the wastewater 
treatment plant is assessed in conclusions of the work. The developed method is usable for 
monitoring and environmental analysis of water ecosystems. It is usable not only for selected 
drugs, but even for other organic compounds with similar properties.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KEYWORDS 
pharmaceuticals, drug residues, environment, aquatic environment, non-steroidal anti 
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derivatization, solid phase extraction, wastewater, surface water   
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1. ÚVOD 
 V posledních letech vzrostl zájem o léčiva i v souvislosti s možným negativním dopadem 
na životní prostředí. K tomu přispívá nejen vysoká produkce a spotřeba těchto látek ve 
světovém měřítku, ale také jejich nedostatečná likvidace systémy a technologiemi 
zpracovávajícími odpad a odpadní vody. Dochází tak k neustálému vylučování těchto látek do 
životního prostředí. Takto uvolněná léčiva nebo jejich metabolity mohou představovat 
ekotoxikologické riziko pro mnohé organismy [1]. 
 Nejvíce zatíženou složkou životního prostředí z pohledu kontaminace rezidui léčiv je 
vodní prostředí. Důvodem je skutečnost, že lidský nebo zvířecí organismus dokáže využít 
pouze malou část účinných látek obsažených ve zkonzumovaných lécích. Zbylá nevyužitá 
část účinných látek je z organismu vyloučena spolu s výkaly a dostává se tak do odpadních 
vod a kanalizačního systému. Touto cestou se dostávají na čistírny odpadních vod (ČOV), kde 
dochází během čistících procesů pouze k částečnému odstranění těchto látek a spolu 
s vyčištěnou vodou tak vstupují do povrchových vod. Zde pak může dojít k jejich kumulaci 
a k nepříznivým vlivům na vodní organismy, protože se v mnoha případech jedná o látky 
biologicky aktivní.   
 Mezi celosvětově nejvíce používané skupiny léčiv patří analgetika, především podskupina 
nesteroidních protizánětlivých látek (NSAID). V České republice se v roce 2009 pohybovala 
jejich spotřeba okolo 50 milionů balení a v roce 2010 okolo 46 milionů balení. Ačkoliv zatím 
nebylo prokázáno, že by tyto látky nesly pro životní prostředí takové riziko a zátěž, jako 
například hormonální léčiva nebo antibiotika, je zapotřebí jejich kontrole v různých 
složkách životního prostředí věnovat pozornost právě z důvodu jejich vysoké spotřeby, kterou 
prakticky nelze regulovat ani kontrolovat, a která rok od roku narůstá. Jedná se tedy o látky 
s kontinuálním vstupem do životního prostředí. 
 Z těchto důvodů narůstá i potřeba aplikovat nové analytické metody, které s dostatečnou 
citlivostí dokáží kvalitativně i kvantitativně stanovit tyto látky i ve velmi nízkých 
koncentracích. Aplikace moderních analytických metod je nezbytná také pro zavádění nových 
čistících technologií na čistírnách odpadních vod, které jsou prakticky jedinou možností, jak 
zabránit nebo alespoň omezit vstup těchto látek do životního prostředí.    
 Tato studie je zaměřena na vývoj a optimalizaci metody vhodné pro stanovení reziduí 
vybraných léčiv a jim chemicky podobných látek v odpadních a povrchových vodách. Jako 
cílové analyty byly vybrány látky kyselé povahy, a to převážně ze skupiny nesteroidních 
protizánětlivých látek (kyselina salicylová, kyselina acetylsalicylová, kyselina klofibrová, 
ibuprofen, paracetamol, kofein, naproxen, kyselina mefenamová, ketoprofen, diklofenak). 
Práce zahrnuje optimalizaci extrakce tuhou fází (SPE), optimalizaci derivatizace pomocí 
silylačních činidel a využití ortogonální dvojrozměrné plynové chromatografie s hmotnostně 
spektrometrickou detekcí Time-of-Flight (GCxGC-TOF MS) pro finální analýzu. Navzdory 
nutnosti derivatizovat vybraná léčiva nabízí tato technika, oproti LC primárně využívané při 
analýze reziduí léčiv, některé výhody, jakými jsou vysoká separační účinnost díky kapilárním 
kolonám, vysoká citlivost ve spojení s TOF MS a snadná identifikace látek pomocí 
rozsáhlých knihoven spekter. Analytická metoda navržená a optimalizovaná v této práci byla 
následně aplikována a ověřena na reálných vzorcích odpadních a povrchových vod.     
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Analgetika 
 Analgetika jsou léčiva, která s dostatečnou selektivitou snižují až potlačují pocit bolesti 
aniž by však výrazně ovlivňovaly smyslové vnímání, vědomí, motoriku apod. Mnohá 
analgetika vykazují též protizánětlivý a antipyretický účinek [2, 3]. Bolest je nepříjemný 
subjektivní vjem, který je nejčastěji pociťován jako reakce na děje spojené s poškozením 
orgánů a tkání. Méně často je důsledkem poškození nervu (bolest neuropatická) [4].  Přestože 
analgetika neléčí příčinu onemocnění způsobujícího bolest, jejich podání může významně 
napomáhat vlastnímu léčení tím, že snižují zátěž a stres organismu způsobené bolestí, 
zánětem a zvýšenou teplotou. Vzhledem k těmto vlastnostem jsou ve zdravotnictví hojně 
používána. Mnohé z nich často nebývají ani na lékařský předpis, což jejich používání zvyšuje 
[2]. Stejně jako ostatní používaná léčiva se v nezměněné nebo metabolizované podobě mohou 
dostávat do životního prostředí. 
 
2.1.1. Rozdělení analgetik 
 Analgetika se dělí podle mechanismu účinku na silně účinná tzv. analgetika opioidní 
(anodyna) a na analgetika-antipyretika s mírnějšími účinky [2, 3, 5]. 
 
2.1.1.1. Analgetika-anodyna 
 Tato skupina látek, často také označována jako opioidní či narkotická analgetika, tlumí 
bolest středně silné až silné intenzity. Kromě potlačení bolesti však tyto látky mohou ve 
vyšších koncentracích způsobovat také ospalost nebo ztrátu vědomí, a proto jejich označení 
narkotická. Jedná se o agonisty opioidních receptorů v mozku. Nejstaršími a nejznámějšími 
analgetiky tohoto druhu jsou přírodní morfiny izolované z opia. Hlavními nevýhodami všech 
narkotických analgetik je možnost vzniku závislosti na těchto látkách. S ohledem na možné 
zneužívání je výroba, distribuce a podávání prakticky všech těchto analgetik pod přísnou 
kontrolou  [2, 4, 6]. 
 Mezi přírodní látky této skupiny se řadí na prvém místě morfin a kodein. Jsou poměrně 
stále významnými prostředky pro tišení silných bolestí. Kodein má kromě analgetických 
účinků také schopnost potlačovat kašlací reflex. Hlavním zdrojem uvedených látek jsou suché 
prázdné makovice, ze kterých se izolují extrakcí [2]. 
 
2.1.1.2. Analgetika-antipyretika 
 Léčiva této skupiny látek, označována též jako nenarkotická analgetika, se používají nejen 
k potlačení mírnějších bolestí a horečky, ale také jako prevence nebo k potlačení různých 
zánětů. Vykazují tedy kromě analgetického účinku rovněž i účinek antipyretický 
a protizánětlivý [2, 5]. 
 Velkou část této skupiny farmak tvoří nesteroidní protizánětlivé látky                     
(NSAID – Non-Steroidial Anti-Inflammatory Drugs). Jedná se o jedny z nejvíce aplikovaných 
látek. Jejich dalším poměrně frekventovaným synonymem je nesteroidní antirevmatika; 
důvodem je to, že častou indikací NSAID bývá revmatismus. V současnosti existuje několik 
desítek těchto látek, z nichž asi dvacet tvoří hlavní komponenty stovek hromadně vyráběných 
léčivých přípravků tlumících bolest; řada z nich se používá k léčbě revmatických onemocnění 
i k tlumení bolesti u dny. Existuje i mnoho kombinovaných přípravků, kde i adjuvantní lék 
může nejen příznivě ovlivnit terapeutický účinek, ale i zesílit nežádoucí účinky [2, 5, 7]. 
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 Z hlediska chemické struktury lze nenarkotická analgetika rozdělit na deriváty anilinu, 
deriváty kyseliny salicylové, deriváty kyseliny anthranilové, deriváty 2-arylalkanových 
kyselin, různé typy neolizujících oxoheterocyklických sloučenin (deriváty pyrazolonu 
a pyrazolidindionu či novější oxikamy) a další [2]. 
 
2.2. Léčiva v životním prostředí 
 Přítomnost léčiv v životním prostředí je pozorována již několik desítek let. Rezidua 
některých léčiv byla zjištěna již v 80. letech minulého století a to nejen v ČOV (na jejich 
přítoku i odtoku), ale také v povrchových vodách. Jednalo se však vesměs o stopová 
množství, a proto jejich přítomnosti nebylo věnováno tolik pozornosti jako jiným 
environmentálním polutantům (PCB, PCDD, PCDF, PAH apod.) [8, 9]. V posledních letech 
se však této problematice věnuje stále větší pozornost, především z důvodu neustále se 
zvyšujících koncentrací těchto látek v různých složkách životního prostředí a také z důvodu 
následných efektů, které může přítomnost léčiv v přírodních ekosystémech způsobovat. To 
vše je důsledkem hlavně zvyšující se produkce a spotřeby léčiv a zavádění nových léčiv 
a léčivých přípravků nejen v humánní, ale i ve veterinární medicíně.  
 Je prokázáno, že tyto látky nebývají vždy kompletně eliminovány v lidském ani zvířecím 
organismu a dostávají se tak do životního prostředí buď v nezměněné formě nebo v podobě 
biotransformovaných metabolitů [10-14]. Uvádí se, že až 80 % [15], někdy i více (až 95 % 
[16]) zkonzumovaných léčiv se vylučuje v nezměněné podobě. Biotransformací léčiv 
v organismu vznikají metabolity, které často bývají více bioaktivní než původní léčiva [15]. 
Často mají tyto metabolity podobné fyzikálně-chemické vlastnosti jako ostatní škodlivá 
xenobiotika, která jsou perzistentní nebo vyvolávají nepříznivé účinky u necílových 
organismů [10, 11, 12, 13, 17]. Proto vzrůstající koncentrace i těchto látek v životním 
prostředí je alarmující stejně jako u jiných polutantů a je zapotřebí jejich monitoringu věnovat 
stále větší pozornost. Následující graf (obr. 1) znázorňuje relativní zastoupení terapeutických 
skupin nejčastěji detekovaných v životním prostředí. 
veterinární léčiva
3%
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3%
radioaktivní kontrastní 
látky
3%
β2-sympathomimetika
3%
antineoplastika
4%
antihypersensitiva
4%
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4%
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4%
betablokátory
8%
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8% hormonální léky
9%
látky snižující obsah 
tuků v krvi
12%
antibiotika
15%
NSAID
16%
antipsychotika
1%
perorální antidiabetika 
3%
 
Obrázek 1: Relativní zastoupení farmaceutických látek detekovaných v životním 
prostředí; data sesbírána ze 134 článků publikovaných v letech 1997 – 2009 [18] 
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2.2.1. Léčiva v ČOV a vodním prostředí 
 Humánní a veterinární léčiva se do životního prostředí mohou dostat různými cestami. 
Nejvíce zatížené prostředí z pohledu léčiv je však prostředí vodní. Obrázek 2 znázorňuje jak 
možné cesty, kterými se humánní i veterinární léčiva mohou do vodního prostředí dostat, tak 
také jejich koloběh. 
 
 
Obrázek 2: Koloběh humánních a veterinárních léčiv ve vodním prostředí a jejich možný 
vstup do pitné vody [19] 
 
 Jednoznačně nejvýznamnější cestou vstupu léčiv do vodního prostředí je jejich konzumace 
a následné vyloučení z organismu. Takto se dostávají především do odpadních vod a spolu 
s nimi do ČOV. Odtud pak mohou přecházet až do povrchových vod, protože většina léčiv 
není během čistících procesů zcela odstraněna a zůstává v odtokové vodě [13, 14, 20, 21]. 
Předchozí studie prokázaly, že biologické čistící procesy v ČOV vykazují jen velmi malou 
efektivitu při odstraňování většiny léčiv [22]. Odstraněné množství během čisticích procesů se 
obecně uvádí v rozmezí 60 – 90 % pro středně polární léčiva. Polární léčiva bývají 
eliminována poměrně neúčinně, a to vzhledem ke svým hydrofilním interakcím. Velká část 
látek v odpadních vodách bývá totiž odstraněna absorpcí na aktivovaný kal, která je částečně 
zprostředkována právě hydrofobními interakcemi [11]. Vyšší polarita léčiv má za následek to, 
že určité množství těchto látek, ať už původních nebo metabolizovaných, zůstává v odtokové 
vodě z ČOV, a následně se tak dostává přímo do povrchových vod. Detekovány byly ve 
vodních systémech jako jsou malé potoky, velké řeky, jezera, podzemní vody nebo moře [29, 
31, 32, 46]. Některé studie uvádí i jejich nálezy v pitné vodě [24, 25]. 
 Koncentrace léčiv naměřené v povrchových vodách jsou velmi nízké (ng.l-1 – µg.l-1) [22, 
26] na to, aby mohly způsobit akutní toxicitu u vodních organismů. Avšak vzhledem k tomu, 
že se jedná o polutanty kontinuálně vstupující do životního prostředí, může mít trvalá 
expozice těchto látek za následek mnoho mírných účinků na necílových organismech, jako 
jsou např. metabolické nebo reproduktivní změny. Mohou způsobovat rezistenci virulentních 
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bakterií, které jsou příčinou různých onemocnění. Jsou také nebezpečné pro prospěšné 
sladkovodní nebo mořské mikrobiální bakterie zodpovědné za denitrifikaci, fixaci dusíku 
a organické rozklady [23]. 
 Rezidua léčiv nacházející se ve vodním prostředí se mnohem častěji vyskytují jako směs 
různých farmaceutických látek, nikoliv jako samostatné kontaminanty. Je proto nutné při 
hodnocení efektů na vodní organismy a odhadu možných rizik počítat s touto skutečností 
[27]. Testy toxicity prokázaly, že směs reziduí léčiv v malých koncentracích má často silnější 
účinky, než kdyby tyto látky působily samostatně. Účinky směsí byly také pozorovány 
u koncentrací, při kterých by rezidua samostatně nezpůsobovala žádné nebo jen velmi malé 
účinky [23]. Kombinacemi různých léčiv ve vodném prostředí tedy dochází velmi často 
k synergickým účinkům a na vodní a další necílové organismy.  
 
2.3. Stanovení léčiv ve vodách 
 Analytický postup stanovení léčiv ve vodním prostředí se dá obecně rozdělit do několika 
částí: vzorkování (odběr, zakonzervování, transport, uchování), úprava, extrakce a analýza 
vzorku. Každá část má v celém procesu svoji důležitou úlohu a nesprávné provedení může 
mít za následek značné zkreslení finálních výsledků. Celkové stanovení léčiv ve vodách je 
poměrně složitý a někdy značně časově náročný proces. Ve všech oblastech environmentální 
analýzy je však snaha jednotlivé části co nejvíce usnadnit a urychlit, aby celkové stanovení 
bylo co nejrychlejší a zároveň aby bylo co nejpřesnější a mělo reálné vypovídající hodnoty. 
Proto dochází k zavádění a aplikaci stále propracovanějších a modernějších metod. Obrázek 3 
znázorňuje souhrnné schéma postupu při stanovení různých kategorií léčiv.  
 
 
Obrázek 3: Typický postup uváděný pro stanovení léčiv ve vodném prostředí [28] 
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 Základní část celého stanovení začíná u vzorkování. To by se mělo řídit hlavně účelem 
stanovení, tj. jakých výsledků má být dosaženo a co má být konkrétně zjištěno. Vzorkování se 
dá rozdělit do dvou kategorií na aktivní (konvenční) a pasivní. Stále více studií se začíná 
zaměřovat při vzorkování reziduí léčiv na využití pasivních vzorkovačů, nicméně více je 
zatím stále využíváno vzorkování aktivní.   
 Vzhledem k charakteru léčiv a poměrně komplikovanému složení přírodních a odpadních 
vod obsahujících značné množství rozpuštěných látek, je velice důležitá extrakční část 
a koncová analytická metoda. V současné době jsou analytické metody pro stanovení léčiv 
z vodného prostředí založeny především na extrakci pevnou fází (SPE – Solid Phase 
Extraction) v kombinaci se separačními instrumentálními metodami [18, 28, 29]. Z nich se 
nejvíce používají chromatografické metody, a to kapalinová chromatografie (LC), speciálně 
vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), dále rychlá kapalinová chromatografie 
s vysokým rozlišením (UHPLC), a plynová chromatografie (GC). Tyto metody se pak ve 
většině případů používají ve spojení s hmotnostním spektrometrem (LC-MS nebo LC-MS2 
resp. HPLC-MS nebo HPLC-MS2, UHPLC-MS nebo UHPLC-MS2, GC-MS nebo GC-MS2), 
který v těchto spojeních plní funkci velmi citlivého detektoru [18, 29]. Hmotnostní 
spektrometr jako detektor je sice nejvíce používán, avšak publikováno bylo i použití jiných 
detektorů. V kapalinové chromatografii jsou to např. UV detektory, speciálně detektor 
diodového pole (HPLC-DAD) [30, 31], a fluorescenční detektory [32, 33]; v plynové 
chromatografii pak např. atomový emisní detektor (GC-AED) [34]. Elektromigrační metody, 
jako další aplikované separační metody, se pro stanovení léčiv používají pouze v některých 
speciálních případech. Jedná se především o kapilární zónovou elektroforézu (CZE) [24, 35, 
36, 37].  
 Pro stanovení NSAID se v naprosté většině případů používá metoda založená na SPE 
a chromatografických metodách spojených s hmotnostním spektrometrem [18, 38]. 
 
2.3.1. Chromatografické metody při stanovení reziduí léčiv 
 Chromatografické separační metody patří mezi nejvíce využívané instrumentální 
analytické metody pro stanovení reziduí léčiv z vodního prostředí. Umožňují separovat 
značné množství látek, což je velikým přínosem především při analýze tak složitých vzorků, 
jako jsou právě vzorky přírodních a odpadních vod. Nejčastěji se chromatografické metody 
používají ve spojení s hmotnostním spektrometrem, který v tomto spojení plní funkci 
citlivého a velice účinného detektoru a v případě hmotnostních spektrometrů s elektronovou 
ionizací současně i funkci „identifikátoru“ sloučenin.  
 Z chromatografických metod je pak pro stanovení rozsáhlých skupin léčiv nejvíce 
používána kapalinová chromatografie, resp. HPLC s různými typy detektorů, kterými jsou 
zejména UV detektory, fluorescenční detektory (FLD) a hmotnostní spektrometr (MS). 
V posledních letech se při analýze přírodních vzorků vod začíná stále více aplikovat 
kapalinová chromatografie spojená s tandemovou hmotnostní spektrometrií (LC-MS/MS), 
především díky vysoké selektivitě a citlivosti [39]. Hlavním důvodem nejčastějšího použití 
kapalinové chromatografie pro stanovení reziduí léčiv je především to, že při analýze touto 
metodou lze pracovat i za laboratorní teploty a není nutná přeměna kapalného vzorku na plyn. 
Tato metoda je proto vhodná pro separaci netěkavých nebo málo těkavých sloučenin, mezi 
které se řadí i léčiva. Není tedy potřeba provádět, na rozdíl od plynové chromatografie, 
derivatizaci analytů, která jednak zvyšuje celkový čas analýzy a jednak může způsobit určité 
chyby při stanovení [28, 30, 40, 41]. 
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3. VYBRANÉ VÝSLEDKY DIZERTAČNÍ PRÁCE  
 Cílem dizertační práce bylo na základě dílčích studií a optimalizací navrhnout metodu 
s využitím GCxGC-TOF MS pro spolehlivou analýzu vybraných léčiv a jim chemicky 
podobných kontaminantů v odpadních a povrchových vodách. Navržená metoda byla 
následně aplikována na reálných vzorcích vod a proveden monitoring odpadní vody z ČOV 
v Brně - Modřicích a dvou moravských toků řek Svratky a Svitavy na vybrané kontaminanty 
převážně ze skupiny analgetik a nesteroidních protizánětlivých látek: kyselina salicylová, 
kyselina acetylsalicylová, kyselina klofibrová, ibuprofen, paracetamol, neproxen, kyselina 
mefenamová, ketoprofen a diklofenak. V této kapitole jsou uvedeny pouze postupy 
a výsledky z analýzy reálných vzorků vod. Její aplikaci však předcházely optimalizace 
jednotlivých kroků, především extrakce tuhou fází (SPE) a derivatizace, podrobně popsány 
v samotné dizertační práci.  
    
3.1. Experimentální část    
 
3.1.1. Sledované matrice   
 Sledovanou matricí byly zvoleny dva typy vod, které bývají nejčastěji kontaminovány 
rezidui léčiv, a to voda odpadní a povrchová. Odpadní voda byla odebírána z velkokapacitní 
ČOV v Brně Modřicích a povrchová voda odebrána z řek Svratky a Svitavy. 
  
3.1.2. Stanovení vybraných léčiv v reálných vzorcích vod 
3.1.2.1. Odběr vzorků  
 Vzorky odpadní vody byly odebírány pravidelně každý den v měsíci listopadu 2010 (od 
2.11. do 1.12.) na přítoku i odtoku z velkokapacitní ČOV v Brně Modřicích. Jednalo se 
o 24 hodinové směsné vzorky odebírané speciálním odběrovým zařízením čistírny ve 
dvouhodinových intervalech.  
 Vzorky povrchové vody byly odebrány 4. října 2010 na 11 místech řeky Svratky, po celé 
její délce v následujících obcích: Svratka, Jimramov, Vír, Štěpánov nad Svratkou, Tišnov, 
Veverská Bitýška, Brno - Jundrov, Brno – soutok řek Svratka a Svitava, Brno – Modřice, 
Rajhradice a Židlochovice. Odběry byly provedeny vždy před a za uvedenou obcí, kromě 
Brna, kde byly odebrány vzorky na třech místech. Z řeky Svratky tak bylo odebráno celkem 
19 vzorků. Místa odběru povrchové vody z řeky Svratky jsou znázorněna na mapě         
[obr. 4 (a)].  
 Další monitorovanou řekou byla Svitava, ze které byly vzorky odebrány 23. října 2010 
na 7 místech rovnoměrně rozložených po celé délce toku, a to v následujících obcích: Svitavy, 
Březová nad Svitavou, Letovice, Blansko, Adamov, před Brnem a Brno – soutok řek Svratka 
a Svitava. U prvních 5 míst byly vzorky odebrány vždy před a za uvedenou obcí. Celkem tedy 
bylo z řeky Svitavy odebráno 12 vzorků. Místa odběru povrchové vody z řeky Svitavy jsou 
znázorněna na mapě [obr. 4 (b)].  
 Vzorky odpadní i povrchové vody byly vždy odebírány do tmavých 2,5 litrových lahví 
předem vymytých kyselinou chromsírovou a deionizovanou vodou. 
 V následujících kapitolách je uvedeno zpracování a analýza odebraných vzorků. Z každého 
odběru byly paralelně zpracovány a proměřeny vždy 3 vzorky.   
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Obrázek 4: Mapa míst odběru povrchové vody z řek Svratky (a) a Svitavy (b) 
 
3.1.2.2. Příprava vzorků a SPE 
 Ihned po dopravě do laboratoře byly vzorky zfiltrovány pomocí vysokotlakého filtračního 
zařízení přes filtr ze skleněných mikrovláken. Následovala extrakce tuhou fází (SPE) na 
kolonkách Oasis HLB (60 mg sorbentu, 3 ml) od firmy Waters, USA. Na SPE bylo použito 
250 ml filtrátu odpadní vody a 400 ml filtrátu povrchové vody, v obou případech upravené 
s použitím kyseliny chlorovodíkové na pH 2. Pro SPE byl použit následující postup, který 
vychází z předem provedených optimalizací: 
 
 Předúprava kolonky: 6 ml methanolu, 3 ml milli-Q vody (pH = 2) 
 Vzorek o pH = 2 (250 ml pro odpadní vodu; 400 ml pro povrchovou vodu) 
 Promytí: 3 ml milli-Q vody 
 Sušení proudem vzduchu 10 – 15 minut 
 Eluce: 6 ml methanolu 
 
Eluát byl jímán do 12ml vialek. 
 Pokud k extrakci nedošlo ihned, byly přefiltrované vzorky vod uloženy v lednici při teplotě 
5 °C a zpracovány nejpozději do třetího dne po odběru.  
 
3.1.2.3. Derivatizace  
 Derivatizace (trimethylsilylace) byla provedena pomocí derivatizačního činidla MSTFA. 
Postup vycházel z optimalizovaných podmínek zjištěných v předchozích částech. Po eluci 
(poslední krok SPE) bylo z eluátu odebráno vždy 500 µl do 1,8ml vialky a toto množství 
odpařeno pod proudem dusíku. Po odpaření bylo do vialky přidána směs                                      
200 µl pyridinu + 200 µl MSTFA a obsah vialky znovu důkladně rozpuštěn. Poté následovala 
inkubace vzorku po dobu 90 minut při teplotě 70 °C. 
   (a)     (b) 
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3.1.2.4. Analýza vzorků 
 Finální GCxGC-TOF MS analýza byla provedena na přístroji Pegasus IV D od firmy Leco, 
USA, vybaveným primární nepolární kolonou Rxi-5Sil MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 µm) 
a sekundární polární kolonou BPX-50 (1,5 m x 0,1 mm, 0,1 µm). Vzorek o objemu 1 µl byl 
nastříknut ve splitless modu při teplotě 270 °C. Nosným plynem bylo helium (99,9999%, 
Linde Gas, ČR) při konstantním průtoku (1 ml.min-1). Teplotní program první dimenze byl 
následující: 1 min na 80 °C, 15 °C.min-1 do 300 °C a tato teplota byla nadále udržována po 
dobu 2 min. Teplotní program druhé dimenze byl nastaven na teploty o 5 stupňů více než 
program první dimenze, čili: 1 min na 85 °C, 15 °C.min-1 do 305 °C a tato teplota byla nadále 
udržována po dobu 2 min. Teplota transfer line byla nastavena na 280 °C. Parametry 
modulátoru byly následující: teplota 20 °C offset; hot pulse 0,40 s; cool time 0,60 s. 
 Hmotnostní spektrometr s elektronovou ionizací a analyzátorem doby letu (TOF) byl 
nastaven na následující parametry: ionizační energie 70 eV, rozsah molekulových hmotností 
byl od 50 do 600 mu, skenovací rychlost 100 spekter.s-1, napětí na detektoru 1900 V a teplota 
iontového zdroje 250 °C. 
 V následující tabulce 1 jsou uvedena GCxGC data, která sloužila pro identifikaci 
a kvantifikaci vybraných analytů.   
    
 
Tabulka 1: GCxGC data (charakteristické m/z, retenčí časy) 
Retenční časy 
Trimethylsilyl deriváty 
léčiv 
Charakteristické 
m/z první dimenze (primární kolona) 
druhá dimenze 
(sekundární kolona) 
kyselina salicylová 267 638 1,130 
kyselina acetylsalicylová 195 648 1,220 
kyselina klofibrová 128 672 1,180 
ibuprofen 160 692 1,150 
Paracetamol * 166, 181 692 1,490 
kofein 194 798 1,620 
naproxen 243 884 1,320 
kyselna mefenamová 223 922 1,330 
ketoprofen 282 926 1,370 
diklofenak 214 960 1,470 
* kvantifikace provedena na hmotě 166 
 
3.2. Výsledky a diskuze     
 
3.2.1. Účinnost metody 
 Účinnost metody při stanovení jednotlivých analytů závisela na výběru matrice. Důvodem 
bylo odlišné množství aplikovaného vzorku při SPE (250 ml vzorku pro odpadní vodu 
a 400 ml vzorku pro povrchovou vodu). Výsledky účinnosti metody jsou uvedeny 
v následující tabulce 2. 
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Tabulka 2: Účinnost metody pro jednotlivé analyty  
Účinnost (%) * 
Léčiva 
odpadní voda povrchová voda 
kyslina salicylová 92,2 ± 8,4 85,5 ± 6,2 
kyselina acetylsalicylová 95,1 ± 4,1 92,0 ± 4,2 
kyselina klofibrová 90,2 ± 5,3 87,6 ± 3,4 
ibuprofen 94,3 ± 2,9 90,6 ± 2,7 
paracetamol 46,4 ± 4,2 35,0 ± 6,8 
kofein 98,3 ± 4,7 94,6 ± 3,0 
naproxen 96,5 ± 8,7 95,6 ± 3,8 
kyselina mefenamová 97,8 ± 3,5 95,5 ± 3,9 
ketoprofen 97,2 ± 8,6 93,9 ± 8,3 
diklofenak 98,1 ± 2,4 92,6 ± 2,1 
* průměrná hodnota vypočítaná z hodnot pěti paralelních měření ± směrodatná odchylka 
 
3.2.2. Opakovatelnost metody 
 Tabulka 3 ukazuje porovnání opakovatelností v modelových a reálných vzorcích. Hodnoty 
opakovatelností jsou vyjádřeny relativní směrodatnou odchylkou. Některé analyty nebyly 
v reálných vzorcích detekovány, proto u nich nebyla opakovatelnost měřena. 
 
Tabulka 3: Opakovatelnost metody pro jednotlivé analyty a vybrané matrice  
RSD (%) * 
odpadní voda Léčivo 
modelový vzorek přítok odtok povrchová voda 
kyselina salicylová 4,1 7,6 9,0 9,9 
kyselina acetylsalicylová 4,8 10,6 - - 
kyselina klofibrová 3,5 - - - 
ibuprofen 5,2 6,6 9,4 10,9 
paracetamol 6,1 6,7 - - 
kofein 4,3 5,7 14,7 12,1 
naproxen 4,2 6,6 4,4 8,3 
kyselina mefenamová 6,9 - - - 
ketoprofen 4,5 9,6 6,2 10,5 
diklofenak 5,1 5,6 5,0 8,7 
* hodnoty získané z devíti paralelních měření 
 
3.2.3. Linearita, limity detekce a kvantifikace 
 standardů jednotlivých léčiv rozpuštěných v methanolu. Byl připraven směsný roztok 
obsahující všechna sledovaná léčiva s výjimkou kyseliny acetylsalicylové. Ta musela být 
rozpuštěna samostatně, protože by ve směsném roztoku, vzhledem ke své rychlé degradaci na 
kyselinu salicylovou, zkreslovala hodnoty stanovené pro kyselinu salicylovou. Kalibrační 
křivky pro jednotlivé standardy obsahovaly 8 bodů v rozmezí koncentrací od 10 ng.l-1 do 
2400 ng.l-1 pro vodu povrchovou a v rozmezí od 10 ng.l-1 do 3840 ng.l-1 pro nižší koncentrace 
pro vodu odpadní; pro vyšší koncentrace pro vodu odpadní byly sestaveny kalibrační křivky 
z 5 bodů v rozmezí od 3,8 µg.l-1 do 57,6 µg.l-1. Zjištěna byla jak závislost plocha píku = f (c), 
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tak závislost výška píku = f (c). Při určování rozsahu kalibrace se vycházelo z koncentrací, 
v jakých se léčiva nejčastěji vyskytují v přírodních vodních ekosystémech (ng.l-1 - µg.l-1 [15]). 
Při přepočtech navíc bylo nutné zohlednit celý analytický postup (tj. 400 ml povrchové vody 
nebo 250 ml odpadní vody jako množství aplikovaného vzorku, průběh SPE a průběh 
derivatizace). Limity detekce (LOD) a limity kvantifikace byly vypočítány na základě rovnic 
(1) a (2) a při jejich přepočtu bylo také nutné zohlednit extrakční postup (jiné aplikované 
objemy pro odpadní a povrchovou vodu). Linearita a přehled hodnot LOD a LOQ pro 
jednotlivá léčiva a analytické postupy jsou uvedeny v tabulce 4.  
 
  
m
h
LOD n.3=  (1) 
 
  
m
h
LOQ n.10=  (2) 
 
hn – výška šumu; m – směrnice kalibrační přímky [výška píku = f (c)] 
 
Tabulka 4: Linearita, LOD, LOQ 
Linearita Odpadní voda Povrchová voda Trimethylislyl deriváty 
léčiv nižší 
koncentrace 
vyšší 
koncentrace 
LOD 
(ng.l-1) 
LOQ 
(ng.l-1) 
LOD 
(ng.l-1) 
LOQ 
(ng.l-1) 
kyselna salicylová 0,9959 0,9925 0,23 0,78 0,15 0,49 
kyselina acetylsalicylová 0,9997 0,9997 0,48 1,59 0,30 0,99 
kyselina klofibrová 0,9955 0,9983 1,33 4,42 0,83 2,76 
ibuprofen 0,9955 0,9936 5,06 16,86 3,16 10,54 
paracetamol 0,9996 0,9982 6,03 20,08 3,77 12,55 
kofein 0,9989 0,9972 0,98 3,25 0,61 2,03 
naproxen 0,9983 0,9992 0,82 2,74 0,51 1,71 
kyselina mefenamová 0,9976 0,9949 0,68 2,26 0,42 1,41 
ketoprofen 0,9979 0,9981 1,13 3,78 0,71 2,36 
diklofenak 0,9969 0,9939 2,88 9,59 1,80 6,00 
 
3.2.4. Koncentrace vybraných léčiv v reálných vzorcích 
 Pro kvantitativní analýzu jednotlivých léčiv v odpadní i povrchové vodě byla použita 
metoda vnějšího standardu a pro vyhodnocení byly použity sestrojené kalibrační křivky 
[plocha píku = f (c)].  
 Celá analytická metoda, zahrnující vzorkování, předúpravu, SPE, derivatizaci a analýzu 
pomocí GCxGC-TOF MS, byla úspěšně aplikována pro povrchovou i odpadní vodu. Hodnoty 
koncentrací pro povrchovou a odpadní vodu včetně jejich grafického znázornění jsou uvedeny 
v následujících kapitolách. Během analýzy byl každý vzorek, jak povrchových vod, tak 
odpadních vod, zpracován a analyzován 3x a naměřené hodnoty byly zprůměrovány. 
 
3.2.4.1. Koncentrace vybraných léčiv v odpadní vodě 
 V odpadní vodě na přítoku do ČOV v měsíci listopadu 2010 byla detekována většina 
léčiv, s výjimkou kyseliny klofibrové a mefenamové, a to v rozsahu koncentrací řádově 
několika desítek µg.l-1 v závislosti na sledovaném analytu. Nejvyšších hodnot (30 – 55 µg.l-1) 
dosahovaly koncentrace kyseliny salicylové, ibuprofenu a kofeinu. Poměrně vysoké hodnoty 
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koncentrací (5 – 14 µg.l-1) byly pozorovány také u diklofenaku. Nejnižší hodnoty               
(0,5 – 2 µg.l-1) byly zaznamenány u kyseliny acetylsalicylové. Hodnoty koncentrací 
paracetamolu v závislosti na dnech poměrně značně kolísaly (1 – 18 µg.l-1). Naopak hodnoty 
koncentrací naproxenu a ketoprofenu byly poměrně stabilní, pohybovaly se v rozmezí            
1 – 4 µg.l-1.  
 Na odtoku z ČOV se hodnoty pohybovaly v řádu tisícin až jednotek µg.l-1, a to v závislosti 
na dnech a konkrétním analytu. Nejvyšší hodnoty (3 – 17 µg.l-1) byly pozorovány 
u diklofenaku, u kterého docházelo jen k zhruba 30% odstranění během čistících procesů na 
ČOV. Naopak téměř 100% eliminace bylo během čistících procesů dosaženo u kyseliny 
salicylové a ibuprofenu (koncentrace na odtoku 0,005 – 1,1 µg.l-1) a také u kyseliny 
acetylsalicylové a paracetamolu, které na odtoku nebyly detekovány v žádném z případů. 
Hodnoty koncentrací naproxenu a ketoprofenu byly na odtoku poměrně stabilní, pohybovaly 
se v rozmezí 0,3 – 1,2 µg.l-1). 
 Výsledky z měření koncentrace léčiv na přítoku a odtoku ČOV za celý měsíc listopad 
a jejich porovnání jsou uvedeny v následujících grafech (obr. 5). Grafy znázorňují koncentraci 
jednotlivých léčiv na přítoku a odtoku vždy pro konkrétní den a jejich porovnání; bylo 
počítáno i s dobou zdržení v ČOV (24 hodin).  
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Ibuprofen
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Ketoprofen
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Diklofenak
0,0
2,0
4,0
6,0
8,0
10,0
12,0
14,0
16,0
18,0
20,0
2.1
1.
3.1
1.
4.1
1.
5.1
1.
6.1
1.
7.
11
.
8.1
1.
9.1
1.
10
.
11
.
11
.
11
.
12
.
11
.
13
.
11
.
14
.
11
.
15
.
11
.
16
.
11
.
17
.
11
.
18
.
11
.
19
.
11
.
20
.
11
.
21
.
11
.
22
.
11
.
23
.
11
.
24
.
11
.
25
.
11
.
26
.
11
.
27
.
11
.
28
.
11
.
29
.
11
.
30
.
11
.
1.1
2.
datum
c (µg.l-1)
Přítok
Odtok
 
Obrázky 5: Grafické znázornění koncentrací jednotlivých léčiv v odpadní vodě na přítoku i 
odtoku z ČOV za celé odběrové období 
  
 
4.2.4.2. Koncentrace vybraných léčiv v povrchové vodě 
 V povrchové vodě byla detekována jen některá ze sledovaných léčiv, a to 
v rozsahu koncentrací jednotek až stovek ng.l-1 v závislosti na místě odběru. Kyselina 
acetylsalicylová, kyselina klofibrová, paracetamol a kyselina mefenamová nebyly detekovány 
na žádném z odběrových míst. Kyselina salicylová, kofein a diklofenak byly detekovány 
téměř na všech místech; diklofenak v některých oblastech obsahoval poměrně vysokých 
hodnot. Ostatní léčiva (naproxen, ketoprofen) byla detekována pouze v některých oblastech 
s vyšším zalidněním. V tabulkách 5 a 6 jsou uvedeny koncentrace detekovaných léčiv ve vodě 
odebrané z obou monitorovaných řek. Číslo 1 za názvem obce značí odběr před danou obcí 
a číslo 2 značí odběr za danou obcí.  
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Tabulka 5: Koncentrace vybraných léčiv v povrchové vodě (řeka Svratka); k. acetylsalicylová, k. 
klofibrová, paracetamol a k. mefenamová nebyly detekovány v žádném ze vzorků povrchové vody 
koncentrace (ng.l-1) * 
Místo odběru kyselina 
salicylová ibuprofen kofein naproxen ketoprofen diklofenak 
Svratka 1 52,5 ±  28,0 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
Svratka 2 80,9 ± 17,6 66,2 ± 27,3 249,8 ± 32,9 < LOD < LOD 476,3 ± 27,5 
Jimramov 1 105,7 ± 8,4 < LOD 261,3 ± 36,3 < LOD < LOD < LOD 
Jimaramov 2 118,8 ± 5,9 13,1 ± 5,4 1068,5 ± 97,6 < LOD < LOD < LOD 
Vír 1 < LOD 37,4 ± 5,4 79,0 ± 9,1 149,3 ± 13,3 306,3 ± 28,3 22,8 ± 10,7 
Vír 2 109,9 ± 6,0 < LOD 248,6 ± 9,2 < LOD < LOD < LOD 
Štěpánov 1 31,0 ± 6,2 < LOD 740,2 ± 58,1 42,0 ± 11,2 11,4 ± 6,1 57,3 ± 12,3 
Štěpánov 2 6,6 ± 5,0 < LOD 121,3 ± 6,7 < LOD < LOD < LOD 
Tišnov 1 53,8 ± 10,1 < LOQ 556,6 ± 46,6 < LOD < LOD < LOD 
Tišnov 2 79,5 ± 11,4 23,8 ± 15,3 328,8 ± 38,0 32,2 ± 11,8 67,7 ± 15,2 95,4 ± 6,4 
Veverská Bitýška 1 143,4 ± 15,3 12,0 ± 8,1 358,4 ± 17,7 36,6 ± 14,1 45,5 ± 11,9 841,5 ± 22,7  
Veverská Bitýška 2 140,3 ± 15,4 60,2 ± 14,8 643,5 ± 63,8 2,4 ± 1,1 38,4 ± 8,4 204,9 ± 17,2 
Brno - Jundrov < LOD < LOD 199,4 ± 9,8 < LOD < LOD 43,9 ± 8,2 
Brno - soutok 
Svitavy a Svratky 84,1 ± 18,8 31,6 ± 8,1 515,4 ± 36,8 32,7 ± 14,4 57,8 ± 12,2 396,8 ± 45,0 
Brno - Modřice 10,6 ± 15,0 17,1 ± 14,1 223,1 ± 20,7 46,7 ± 15,5 9,1 ± 4,3 469,1 ± 37,6 
Rajhradice 1 89,2 ± 13,6 37,1 ± 9,2 398,2 ± 34,4 33,5 ± 10,0 17,3 ± 5,7 505,7 ± 44,6 
Rajhradice 2 52,6 ± 16,4 43,8 ± 10,9 928,2 ± 68,6 26,8 ± 13,3 5,3 ± 4,7 435,5 ± 65,4 
Židlochovice 1 97,4 ± 27,5 38,0 ± 10,2 336,3 ± 20,6 50,3 ± 15,1 < LOD 445,8 ± 55,0 
Židlochovice 2 64,1 ± 21,7 57,7 ± 13,3 497,0 ± 47,9 43,4 ± 16,7 18,5 ± 6,7 416,9 ± 57,6 
* průměrná hodnota vypočítaná z hodnot tří paralelních stanovení ± směrodatná odchylka 
 
 
Tabulka 6: Koncentrace vybraných léčiv v povrchové vodě (řeka Svitava); k. acetylsalicylová, k. klofibrová, 
paracetamol a k. mefenamová nebyly detekovány v žádném ze vzorků povrchové vody 
koncentrace (ng.l-1) * 
Místo odběru kyselina 
salicylová ibuprofen kofein naproxen ketoprofen diklofenak 
Svitavy 1 129,9 ±  31,8 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
Svitavy 2 102,7 ± 21,0 1060,2 ± 63,8 2305,8 ± 198,3 65,9 ± 12,3 9,3 ± 2,8 162,3 ± 8,8 
Březová n. S. 1 < LOQ 40,1 ± 9,9 711,6 ± 73,6 18,4 ± 3,3 27,1 ± 5,5 233,9 ± 8,7 
Březová n. S. 2 17,2 ± 4,2 65,7 ± 18,5 425,0 ± 43,9 68,5 ± 11,1 65,8 ± 13,1 297,2 ± 42,5 
Letovice 1 < LOD < LOD 325,2 ± 10,2 < LOD 9,0 ± 4,0 176,6 ± 10,4 
Letovice 2 59,2 ± 18,1 53,1 ± 8,1 1090,8 ± 106,4 < LOD < LOD 68,7 ± 4,6 
Blansko 1 1,0 ± 1,5 62,2 ± 11,5 403,3 ± 23,1 < LOD < LOQ 124,2 ± 19,4 
Blansko 2 2,6 ± 2,5 < LOQ 882,5 ± 65,2 < LOD 4,0 ± 3,4 194,4 ± 8,5  
Adamov 1 70,9 ± 10,2 < LOQ 492,2 ± 59,4 < LOD < LOD 255,5 ± 18,7 
Adamov 2 2,4 ± 3,4 62,5 ± 20,4 515,5 ± 38,4 18,9 ± 2,9 < LOD 169,5 ± 9,8 
Brno (před) 76,9 ± 21,9 48,6 ± 6,9 797,9 ± 61,2 41,3 ± 7,1 < LOD 204,1 ± 17,7 
Brno - soutok 
Svitavy a Svratky 35,5 ± 7,2 29,7 ± 11,3 1093,8 ± 63,9 3,5 ± 1,9 68,6 ± 11,5 154,3 ± 16,6 
* průměrná hodnota vypočítaná z hodnot tří paralelních stanovení ± směrodatná odchylka 
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4.2.4.3. Zhodnocení výskytu vybraných léčiv ve vodném prostředí 
 Na základě provedené studie je zřejmé, že vybraná léčiva, s výjimkou kyseliny klofibrové 
a kyseliny mefenamové, se vyskytují téměř ve všech analyzovaných matricích. Kyselina 
acetylsalicylová a paracetamol byly detekovány pouze na přítoku. Ostatní léčiva (kyselina 
salicylová, ibuprofen, naproxen, ketoprofen, diklofenak) byla prokázána i na odtoku 
a v povrchové vodě. 
 Následující tabulka 7 umožňuje porovnat rozsahy koncentrací postupně od přítoku na 
ČOV, přes odtok z ČOV, až po povrchovou vodu. Pro přehlednost jsou koncentrace uvedeny 
ve stejných jednotkách (ng.l-1). Lze tedy pozorovat spojitosti mezi odtokem z ČOV 
a povrchovou vodou. Léčiva, která nebyla detekována na odtoku, nebyla detekována ani 
v povrchových vodách a naopak. Nicméně je zapotřebí si uvědomit, že nejenom ČOV mohou 
být potenciálními zdroji kontaminace. Je nezbytné brát v úvahu rovněž průsaky z různých 
septiků, skládek, ale především kanalizační vstupy ústící přímo do povrchových vod, a to 
zejména v menších obcích, které nemají vlastní ČOV nebo kanalizační systém. 
 
Tabulka 7: Porovnání rozsahu koncentrací léčiv v sledovaných matricích 
Odpadní voda (ng.l-1) Povrchová voda (ng.l-1) 
Trimethylsilyl deriváty 
léčiv přítok odtok Svratka Svitava 
kyselina salicylová 20 000 - 55 000 5 - 550 6 - 140 1 -130 
kyselina acetylsalicylová 400 - 2100 < LOD < LOD < LOD 
kyselina klofibrová < LOD < LOD < LOD < LOD 
ibuprofen 13 000 - 46 000 170 - 1 200 10 - 70 30 - 1060 
paracetamol 1 000 - 20 000 < LOD < LOD < LOD 
kofein 10 000 - 36 000 80 - 1 200 80 - 170 320 - 2300 
naproxen 500 - 3500 80 - 750 3 - 150 3 - 70 
kyselna mefenamová < LOD < LOD < LOD < LOD 
ketoprofen 400 - 4 000 200 - 1 300 10 - 310 4 - 70 
diklofenak 4 000 - 17 500 1 500 - 10 500 20 - 500 120 - 260 
  
 Nejvyšší koncentrace na přítoku byly pozorovány u kyseliny salicylové, ibuprofenu 
a kofeinu. Domníváme se, že je to pravděpodobně důsledek vysoké spotřeby léčiv s obsahem 
těchto účinných látek. Vysoké koncentrace kyseliny salicylové na přítoku mohou být 
způsobeny několika faktory. Jedním z nich je spotřeba léků obsahujících přímo kyselinu 
salicylovou jako účinnou látku. Těch však není mnoho. Hlavním faktorem je s největší 
pravděpodobností spotřeba léků obsahujících kyselinu acetylsalicylovou, která se v organismu 
přeměňuje na kyselinu salicylovou. Zároveň bylo dokázáno, že ve vodném prostředí dochází 
k poměrně rychlé degradaci kyseliny acetylsalicylové na kyselinu salicylovou a tato 
degradace se zvyšuje s rostoucí teplotou. To vše vysvětluje také zjištění poměrně nízkých 
koncentrací kyseliny acetylsalicylové na přítoku, navzdory vysoké spotřebě léků, které ji 
obsahují jako účinnou látku; velká část se totiž přemění již v organismu nebo následně 
v kanalizačním systému. Během čistících procesů dochází k téměř 100% eliminaci kyseliny 
salicylové, na odtoku se objevuje již v minimálním množství. 
 O kyselině salicylové lze říci, že je téměř všudypřítomná. V povrchové vodě byla 
detekována téměř ve všech odebraných vzorcích. S velkou pravděpodobností může být 
důvodem také to, že má tato látka poměrně bohaté přírodní zdroje jako ovoce, vrbové 
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a březové kůry, ale i mokřady a rašeliniště bohaté na obsah huminových látek, z nichž některé 
mohou být jejími prekurzory.  
 Vysoké koncentrace ibuprofenu na přítoku jsou důsledkem vysoké oblíbenosti léků 
obsahujících tuto účinnou látku, především díky jejím rychlým a spolehlivým analgetickým 
účinkům, téměř žádným nebo minimálním nežádoucím účinkům, snadnému nákupu (bez 
lékařského předpisu) apod. Během čistících procesů na ČOV je však, podobně jako kyselina 
salicylová, poměrně účinně odstraňován. Jeho stopové koncentrace v řece kolísají 
v souvislosti s místem odběru. Na dolním toku a za většími městy, jsou již koncentrace 
ibuprofenu stabilnější. 
 Přítomnost kofeinu v odpadní vodě, a to v poměrně vysokých koncentracích, je dán spíše 
vysokou spotřebou kávy a kofeinových přípravků než spotřebou léků obsahujících kofein jako 
pomocnou látku. Svědčí o tom především zvýšené koncentrace na přítoku o víkendech. 
Oblíbenost kávy a kofeinových přípravků vysvětluje i častý výskyt kofeinu v povrchové vodě. 
Detekován byl téměř ve všech vzorcích povrchové vody odebrané v obydlených oblastech. 
Výjimku tvořila pouze první místa odběru, která se nacházela převážně uprostřed lesů. 
 Poměrně stabilní koncentrace naproxenu, ketoprofenu a diklofenaku svědčí o stálé 
spotřebě léků obsahujících tyto látky. Všechny zmiňované látky byly detekovány i na odtoku 
z ČOV a v povrchové vodě, kde jejich výskyt postupně narůstal s místem odběru 
lokalizovaném po směru toku obou řek. Nejvyšší koncentrace na odtoku, tedy nejnižší 
účinnosti odstraňování během čistících procesů (cca 45 %), byly pozorovány u diklofenaku. 
To poukazuje na poměrně značnou stabilitu této látky a současně vysvětluje i její vyšší 
koncentrace v povrchových vodách. 
 Nepřítomnost kyseliny klofibrové a mefenamové potvrzuje skutečnost, že se u nás již tyto 
účinné látky při výrobě léků vesměs nepoužívají (kyselina klofibrová) nebo se postupně 
omezují (kyselina mefenamová). 
 Následující graf (obr. 6) uvádí průměrnou účinnost ČOV při odstraňování jednotlivých 
léčiv během čistících procesů za celý měsíc listopad 2010.   
 
45,30 %
72,44 %
99,83 % 100,00 % 97,90 % 100,00 % 97,37 %
81,16 %
0
20
40
60
80
100
120
K. 
sa
licy
lov
á
K. 
ac
ety
lsa
licy
lov
á
Ibu
pro
fen
Pa
ra
ce
tam
ol
Ko
fein
Na
pro
xe
n
Ke
top
ro
fen
Dik
lof
en
ak
léčiva
úč
in
n
o
s
t o
ds
tr
a
ň
o
v
án
í (%
)
 
Obrázek 6: Průměrná účinnost ČOV v Brně Modřicích při odstraňování vybraných léčiv za 
celé odběrové období (2.11. – 1.12. 2010)  
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 V dalším grafu (obr. 7) jsou pro přehlednost uvedeny průměrné hodnoty zjištěné na přítoku 
i odtoku z ČOV za celé časové období odběru vzorků (2.11. – 1.12. 2010). 
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Obrázek 7: Průměrné koncentrace analytů detekovaných v přítokové odpadní vodě za celé 
odběrové období (2.11. – 1.12. 2010) 
 
4.2.4.4. Porovnání metody a získaných dat s jinými publikovanými údaji  
 Studium přítomnosti léčiv v odpadních a povrchových vodách je jedním ze stěžejních 
výzkumných úkolů prováděných na Ústavu chemie a technologie ochrany životního prostředí 
Fakulty chemické Vysokého učení technického v Brně. Řešitelský kolektiv pod vedením 
prof. RNDr. Milady Vávrové, CSc. se zaměřuje především na vývoj a aplikaci moderních 
analytických metod pro dostatečně citlivou a selektivní kvalitativní i kvantitativní stopovou 
a ultrastopovou analýzu reziduí léčiv různých farmaceutických skupin vyskytujících se ve 
vodném prostředí. Problematikou přítomnosti analgetik a NSAID v odpadních a povrchových 
vodách se zabývali také členové kolektivu Ing. Lucie Vydrová, Ph.D. a Ing. Lukáš Čapka, 
Ph.D. Lucie Vydrová využívala pro stanovení těchto látek jako konečnou analytickou metodu 
HPLC-MS a Lukáš Čapka CZE-DAD. Následující kapitola je proto věnována zevrubnému 
porovnání jednotlivých metod aplikovaných při analýze odpadních vod z ČOV v Brně 
Modřicích, odkud byly odebírány vzorky pro všechny tři studie. Porovnání je zaměřeno 
především na instrumentální metody, kterých bylo při analýzách využito, a zahrnuje detekční 
limity, účinnost metody, dobu analýzy (tabulka 8) a průměrné koncentrace, případně rozsah 
koncentrací (tabulka 9), ve vzorcích odpadních vod. Údaje byly získány z dizertačních prací 
Lucie Vydrové [42] a Lukáše Čapky [43]. 
 
 Z tabulky 8 je zřejmé, že nejlepší hodnoty detekčních limitů byly získány u metody 
využívající GCxGC-TOF MS (desetiny – jednotky ng.l-1) a GC-TOF MS (desítky – stovky 
ng.l-1), horší detekční limity poskytovala metoda využívající CZE-DAD (desetiny – jednotky 
µg.l-1) a nejhorší detekční limit byly získány u metody využívající HPLC-MS            
(jednotky – desítky µg.l-1). Účinnost metody byla srovnána pouze s metodou 
využívající CZE-DAD, protože v práci Lucie Vydrové nebyla účinnost metody s použitím 
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HPLC-MS uvedena. Z tohoto porovnání vycházela lépe účinnost pro metodu uvedenou 
a aplikovanou v této dizertační práci, tj. pro metodu využívající GCxGC-TOF MS, avšak 
rozdíly nebyly příliš veliké. Délka analýzy byla přibližně stejně u CZE-DAD           
a GCxGC-TOF MS (22 – 25 min), nejdelší čas analýzy byl zjištěn u metody využívající  
HPLC-MS (50 min). Metoda GCxGC-TOF MS se proto jeví jako velmi citlivá a časově 
nejméně náročná, avšak na rozdíl od metod HPLC-MS a CZE-DAD je poměrně náročná na 
spotřebu chemikálií; zejména se jedná o derivatizační činidla nezbytného pro derivatizaci 
analytů a v neposlední řadě také o spotřebu kapalného a plynného dusíku nezbytných pro 
kryogenní fokusaci v modulátoru, což jsou položky poměrně finančně náročné. Metoda 
s využitím HPLC-MS je náročná pouze na spotřebu plynného dusíku, který je využíván 
především jako sušící plyn. Z tohoto pohledu je tedy finančně nejméně nákladná metoda 
CZE-DAD. 
 
 V tabulce 9 je uvedeno porovnání průměrných hodnot koncentrací vybraných analytů 
v přítokové odpadní vodě, které byly získané měřením všemi třemi uvedenými metodami. 
Z tabulky vyplývá, že hodnoty koncentrací vybraných analytů jsou u metod využívající   
CZE-DAD a GCxGC-TOF MS podobné, ačkoliv byly vzorky odebírány v různých časových 
obdobích. Toto porovnání svědčí o tom, že kontaminace odpadní vody těmito léčivy je 
v průběhu roku až na výjimky víceméně konstantní. Poněkud rozdílné hodnoty byly zjištěny 
v případě použité metody využívající HPLC-MS, avšak shodně jako údaje získané z metod 
využívající CZE-DAD a GCxGC-TOF MS, vypovídá o vyšší koncentraci ibuprofenu, 
diklofenaku a kofeinu v odpadních vodách v porovnáním s ostatními léčivy. 
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Tabulka 8: Detekční limity, účinnost a délka analýz jednotlivých metod 
 
 
Tabulka 9: Průměrná koncentrace uvedených léčiv v odpadní vodě měřených různými metodami za časové období odběru vzorků 
Vydrová (HPLC-MS) Čapka (CZE-DAD) Lacina (GCxGC-TOF MS) 
Léčivo 
c (µg.l-1)  časové období odběru vzorků c (µg.l
-1)  časové období odběru vzorků c (µg.l
-1)  časové období odběru vzorků 
k.salicylová 0,11 28,21 34,51 
ibuprofen 8,36 23,11 25,10 
paracetamol 0,75 6,32 5,59 
naproxen 4,07 3,93 2,37 
ketoprofen 1,43 9,37 2,46 
diklofenak 16,76 4,37 10,62 
kofein 22,40 - 22,25 
k. mefenamová 0,03 
duben - červenec 
2010  
(nepravidelně) 
- 
25.7. - 19.8. 2011 
(nepravidelně) 
ND 
2.11. - 1.12. 2010 
(každý den) 
Detekční limity Účinnost metody (%) Délka analýzy 
Léčivo 
HPLC-MS 
(ug.l-1) 
CZE-DAD 
(ug.l-1) 
GC-TOF MS 
(ng.l-1) 
GCxGC-TOF MS 
(ng.l-1) HPLC-MS CZE-DAD * GCxGC-TOF MS HPLC-MS CZE-DAD GCxGC-TOF MS 
k.salicylová 42,4 0,46 14,17 0,23 85,8 92,2 ± 8,4 
ibuprofen 30,64 1,17 75,24 5,06 87,6 94,3 ± 2,9 
paracetamol 37,97 0,46 34,85 6,03 35,19 46,4 ± 4,2 
naproxen 93,33 0,5 31,99 0,82 92,25 96,5 ± 8,7 
ketoprofen 25,96 1,28 90,15 1,13 95, 81 97,2 ± 8,6 
diklofenak 4,54 0,98 114,58 2,88 89,94 98,1 ± 2,4 
kofein 12,49 - - 0,98 - 98,3 ± 4,7 
k. mefenamová 1,35 - - 0,68 
n
e
u
v
e
d
e
n
o
 
- 97,8 ± 3,5 
50 min: 32 
min vlastní 
analýza, 18 
min 
rpomývání 
22 min 
22 min: 16 min 
vlastní analýza, 
6 min příprava 
přístroje  
* směrodatná odchalka neuvedena 
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 Analgetika a NSAID patří k celosvětově nejvíce užívaným skupinám léčiv. Tato léčiva 
byla rovněž nejčastěji detekována v životním prostředí za posledních 15 let, jak uvádí Santos 
et al. [18], viz. graf na obr. 1. Produkce a spotřeba se však v různých státech liší, což je dáno 
nejen počtem obyvatel, ale také různě rozvinutým farmaceutickým průmyslem a v neposlední 
řadě i zdravotnictvím. Pro porovnání jsou v následujících tabulkách prezentovány průměrné 
koncentrace vybraných léčiv z těchto skupin v odpadních vodách na přítoku do ČOV 
(tabulka 10) a v povrchových vodách (tabulka 11) v několika evropských státech včetně ČR.   
 
Tabulka 10: Průměrné koncentrace vybraných léčiv v odpadních vodách (přítok) pro různé evropské státy (ng.l-1) 
Stát Kys. salicylová Ibuprofen Paracetamol Kofein Naproxen 
Kys. 
mefenamová Ketoprofen Diklofenak 
Francie      [74] 52 219 - 2213 289 - 1081 486 
Rakousko  [140] - 2679 - - - - - 4144 
V. Británie [141] - 405 - - - 1327 - - 
Švédsko    [142] - 751 - - 5153 - - 111 
Švýcarsko [104] - 4620 - - - 4540 570 2940 
Španělsko [143] - 516 10194 - 99 5 451 250 
ČR (Brno)* 34510 25100 5590 22250 2370 - 2460 10620 
* hodnoty koncentrací získané z měření v této dizertační práci 
 
 Na základě porovnání hodnot z tabulky 10 lze konstatovat, že odpadní voda přitékající do 
ČOV v Brně – Modřicích je poměrně značně kontaminovaná vybranými léčivy na rozdíl od 
ostatních států. Zjištěná data je však zapotřebí brát s určitou rezervou, protože při zjišťování 
průměrných hodnot bylo v jiných státech do hodnocení zahrnuto více ČOV, kdežto v případě 
ČR se brala v úvahu pouze jediná. Nicméně i tato tabulka svědčí o oblíbenosti ibuprofenu 
a diklofenaku nejen v ČR ale také v ostatních evropských státech. V některých státech je, na 
rozdíl od ČR, rovněž detekována přítomnost kyseliny mefenamové, což potvrzuje skutečnost, 
že v ČR byly již přípravky s touto účinnou látkou zakázány. 
   
Tabulka 11: Průměrné koncentrace vybraných léčiv v povrchových vodách pro různé evropské státy (ng.l-1) 
Stát Kys. salicylová Ibuprofen Paracetamol Kofein Naproxen 
Kys. 
mefenamová Ketoprofen Diklofenak 
V. Británie [144] 14 18 - - 29 5 4 8 
Německo   [96] - 11 - 104 - - - 33 
Švédsko    [142] - 56 - - 177 - - 669 
Španělsko [143] - 60 42 - 33 3 - 29 
ČR * 1 - 140 10 - 100 - 80 - 1000 3 - 150 - 4 - 310 20 - 500 
* rozsah koncentrací nalezených v řekách Svratka a Svitava 
  
 Rovněž u hodnot prezentovaných v tabulce 11 je nutné si uvědomit, že při zpracovávání 
statistických údajů v ostatních evropských státech byl uvažován průměr koncentrací 
získaných z daleko více povrchových toků než u této práce, kde byly brány v úvahu pouze 
dva moravské říční toky Svratka a Svitava. Proto jsou také hodnoty v případě ČR uvedeny 
pouze jako rozsah koncentrací. Při provedení průměru, vzhledem k malém počtu vybraných 
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říčních toků, by byly hodnoty velice zkreslené. I z této tabulky je však zřejmé, že existuje 
určitá podobnost mezi ČR a ostatními státy, zejména z pohledu prokázaných vyšších 
koncentrací ibuprofenu a diklofenaku v povrchových vodách. V povrchových vodách 
odebraných v ČR je poměrně vysoká i koncentrace kyseliny salicylové. To může být 
způsobeno především krajinou, kterými řeky protékají, tzn. je zde vysoká pravděpodobnost 
výskytu přírodních zdrojů obsahující salicyláty (vrby, břízy apod.). V ostatních státech, 
například ve Španělsku, je tato pravděpodobnost nižší. 
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4. ZÁVĚR 
 Předkládaná dizertační práce byla zaměřena na optimalizaci a vývoj analytické metody 
určené pro kvalitativní i kvantitativní analýzu nejen vybraných léčiv ze skupin analgetik 
a NSAID, ale i pro ostatní látky kyselé povahy izolované z odpadních a povrchových vod. 
V rámci experimentálních studií souvisejících s řešením této práce byla provedena 
optimalizace derivatizační reakce s použitím silylačního činidla (MSTFA), která je využitelné 
nejen pro zástupce NSAID, ale také pro jiné látky podobných chemických vlastností. 
Současně byla optimalizována metoda SPE jako extrakční metoda, která je velice vhodná pro 
extrakci a zakoncentrování vybraných analytů. Na základě výsledků uvedených optimalizací 
pak byla navržena výsledná analytická metoda založená na SPE, derivatizaci pomocí MSTFA 
a finální analýze s využitím GCxGC-TOF MS. Limity detekce navržené metody se 
pohybovaly v rozmezí 0,18 - 5 ng.l-1 v závislosti na konkrétním analytu a zvolené matrici. 
Opakovatelnost metody se pohybovala, v závislosti na konkrétní látce a analyzované matrici, 
v rozmezí hodnot RSD 3 – 15 % a účinnost metody v rozmezí 85 – 97 %. Následně byla 
navržená metoda úspěšně aplikována na reálných vzorcích odpadních a povrchových vod. 
Vzorky odpadní vody byly odebírány každý den během celého měsíce listopadu 2010 na 
přítoku a odtoku z ČOV v Brně Modřicích. Přítomnost většiny vybraných léčiv byla 
v odpadní vodě prokázána v koncentracích řádově jednotek až desítek µg.l-1 v závislosti na 
konkrétním analytu. Povrchová voda byla odebrána v měsíci říjnu 2010 z dvou moravských 
řek Svratky a Svitavy. Lze proto v tomto případě hovořit o monitoringu, který byl zaměřen na 
sledování úrovně kontaminace obou řek vybranými léčivy. Bylo prokázáno, že v povrchových 
vodách obou řek byly některé analyty rovněž detekovány, a to v koncentracích řádově desítek 
až stovek ng.l-1 v závislosti na konkrétním analytu a místu odběru.  
 Současně byla provedena studie samovolné degradace léčiv ve vodném prostředí za 
rozdílných teplot, jejímž cílem bylo sledovat měnící se koncentraci léčiv ve vodě v průběhu 
dvou měsíců a odpovědět tak na otázky stability vybraných léčiv ve vodném prostředí.  
 V závěru práce bylo provedeno hodnocení přítomnosti léčiv v odpadních a povrchových 
vodách, zjištěna účinnost brněnské ČOV při odstraňování sledovaných léčiv a získané 
hodnoty byly následně porovnány s výsledky získanými při stanovení těchto látek jinými 
analytickými technikami. 
 Výsledkem disertační práce je vypracování, optimalizace a následné ověření vysoce 
spolehlivé metody, vhodné pro stanovení vybraných analytů z vodného prostředí, která byla 
ověřena na cca 60 vzorcích odpadní vody a cca 30 vzorcích povrchové vody. Lze proto 
konstatovat, že uvedená metoda je využitelná pro monitoring zaměřený na posouzení 
kontaminace vod tímto druhem polutantů.      
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